





















and hydroalcoholic  solvents. Methanolic UAE was  the most  successful  technique  for  extracting 
phenols from Lycium leaves, and we used on leaves from L. barbarum and L. chinense cultivated in 
Italy. The extracts were then characterized as regards to the antioxidant properties by in vitro assays 
and  the  phenol  profiling  by  a  high  performance  liquid  chromatography‐diode  array  detector 
(HPLC‐DAD). Chlorogenic  acid  and  rutin were  the main phenol  compounds,  but  considerable 
differences  have  been  observed  between  the  samples  of  the  two  Lycium  species.  For  example, 
cryptochlorogenic acid was found only in L. barbarum samples, while quercetin‐3‐O‐rutinoside‐7‐O‐
glucoside  and  quercetin‐3‐O‐sophoroside‐7‐O‐rhamnoside  only  in  L.  chinense  leaves.  Finally, 
multivariate statistical analysis techniques applied to the phenol content allowed us to differentiate 
samples from different Lycium spp. The results of this study confirm that the extraction is a crucial 











Recently, numerous papers  reported on  the phytochemical composition of goji berries  [4–6]. 
Some  studies  claim  that  these  fruits  are  rich  in  bioactives  with  antioxidant  activity,  such  as 
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carotenoids,  flavonoids, and phenolic acids  [7–9].  In many countries around  the world,  fruits are 
widely consumed  fresh, dried, and  transformed  into  food  (as  juice,  in wine or  tea preparation,  in 
soups, and added to meat and vegetable dishes). 







rich  in  carbohydrates  (including  arabinose,  galactose,  glucose, mannose,  rhamnose,  ribose,  and 
xylose), uronic acid, and calcium. This complex exhibits interesting health properties, among which 
are anticoagulant and antiplatelet activities [14]. As regards phenol compounds, the most abundant 















regard,  recovery  of  phytochemicals  from  these  products  is  typically  achieved  through  different 
extraction  techniques  [18].  It has been reported  that various solid‐liquid extraction  techniques are 
widely used for isolating plant antioxidants [19]. Generally, the extraction methods can be split into 






have  been  used with  the  objective  to  investigate  the most  effective  technique  to  extract  phenol 
compounds  from a L. barbarum  leaf  sample  from central  Italy. A comparison with  the  traditional 
maceration  (MAC)  technique  has  been  performed.  Alcoholic  and  hydroalcoholic  extracts  were 
characterized considering their in vitro antioxidant properties and phenol composition. The profiling 
of  phenol  compounds  isolated  from  Lycium  leaves  was  studied  by  a  high  performance  liquid 




















































































30 min, and  then  to 95%  in 5 min. The mobile phase  flow rate was 1 mL/min, while  the  injection 
volume was 20 μL. 























All analytical determinations were performed  in  triplicate, and  the  results,  expressed as  the 
mean  ±  standard  deviation,  were  reported  on  dry  leaves.  Microsoft  Excel  2016  (Microsoft 
Corporation, Redmond, WA, USA) was used for data analysis. Principal component analysis (PCA) 
and linear discriminant analysis (LDA) were performed using the Excel‐based “XLSTAT” V2006.06 
package  (Addinsoft,  Inc., New York, NY, USA) and  the phenol contents obtained by HPLC‐DAD 
analysis were used as variables. 
3. Results and Discussion 
In  this  research,  Lycium  leaves  were  extracted  by  UAE, MAE,  and MAC methods,  and  a 
comparison among them was carried out. In addition, pure methanol or methanol/water (50:50 v/v) 
was  comparatively  tested  to  evaluate  the  impact of  the  solvent on  the  recovery of  the  bioactive 
phenols  from goji  leaf powder. Other extraction conditions, such as ratio,  temperature, and  time, 





where W1  is  the weight of  the extract residue obtained after solvent removal and W2  is  the  initial 
weight of leaf powder. 
Table 1. Yield of extraction, total phenol content (TPC) and in vitro antioxidant activities. 
    Yield  TPC  DPPH  ABTS  FRAP 
  Extraction Solvent  %  mg GAE/g  IC50*  mg TE/g  μmol Fe+2/g 
UAE 1  MeOH  26.04 ± 0.13  10.02 ± 0.23  2.53 ± 0.18  20.51 ± 1.62  112.65 ± 2.86 
UAE 2  MeOH:H2O, 50:50  31.95 ± 0.76  8.13 ± 0.06  9.45 ± 0.84  14.65 ± 0.75  92.17 ± 6.64 
MAE 1  MeOH  22.17 ± 0.79  6.65 ± 0.35  3.42 ± 0.25  17.67 ± 0.81  140.74 ± 0.58 
MAE 2  MeOH:H2O, 50:50  31.48 ± 1.75  5.68 ± 0.38  5.68 ± 0.63  13.14 ± 0.69  140.88 ± 0.61 
MAC 1  MeOH  24.34 ± 0.86  9.52 ± 0.25  3.92 ± 0.52  14.63 ± 0.92  121.23 ± 3.69 
MAC2  MeOH:H2O, 50:50  29.82 ± 0.62  5.07 ± 0.06  23.35 ± 3.27  11.68 ± 0.86  55.19 ± 0.53 
Data are reported as mean ± standard deviation of three independent measurements (n = 3) and are 
expressed on dry weight; * mg/mL. 
It  is possible  to observe  that  the ultrasound  technique  and  the hydroalcoholic  solvent gave 
higher extraction yields. In fact, considering the hydroalcoholic extracts, UAE2 had the highest yield 
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(31.95 %) and MAC2 had  the  lowest yield  (29.82%), while,  for methanol extracts, UAE1 gave  the 
highest yield (26.04%) and MAE1 the lowest yield (22.17%). 
As regards phenol content, it is possible to observe that the UAE extraction technique with the 





Recently,  the  interest  in phenol compounds  characterizing goji  leaves  is due  to  their health‐
promoting properties, such as their antioxidant potential [2,10]. Therefore, in this work, the in vitro 
antioxidant activity of goji leaves was investigated by means of three complementary tests, namely 




the extraction  technique.  It should be observed  that  IC50 values are  inversely proportional  to  the 
antiradical  activity,  as  IC50  represents  the  sample  concentration  that gives  50%  inhibition of  the 
DPPH radical. Table 1 also shows that ABTS values ranged from 11.68 mg TE/g of MAC 2 to 20.51 
mg TE/g of UAE1, with higher values  in methanolic  than hydroalcoholic extracts,  independently 







hydroalcoholic mixture, with  the  exception  of MAE  extracts, where  the  values  are  very  similar 
between  them  (140.74 and 140.88,  for MAE1 and MAE2,  respectively). An  interesting  correlation 
between FRAP and DPPH results (R2 = 0.7819) was obtained. These data confirm that the  in vitro 
antioxidant activities were significantly affected by the extraction method. 
In  this  research, HPLC‐DAD  and  UHPLC‐MS/MS  procedures were  performed  in  order  to 
characterize the phenol components of goji extracts, with the objective to further evaluate the most 
















    Slope  Intercept           
  μg/mL        %  %  μg/mL  μg/mL 
Tyrosol  7.31–29.24  1.88E + 06  −9.18E+05  0.9993  1.12   4.98  1.51  4.82 
Kaempferol‐3‐O‐Glu a  14.80–59.00  6.06E + 06  7.29E + 06  0.9998  1.13  3.57  0.71  2.10 
Chlorogenic acid  1.50–117.20  3.38E + 06  −5.20E + 05  0.9996  0.98  3.71  0.68  2.17 
p‐Coumaric acid  1.78–7.10  1.89E + 07  1.58E + 06  0.9999  0.79   4.80  0.06  0.19 
Ferulic acid  1.86–7.45  1.68E + 07  1.20E + 06  0.9997  1.72   4.55  0.64  2.05 








acid).  In  this  research,  for  intra‐day  relative  standard deviation  (RSD), one‐day measures of  four 
sample replicates (intra‐day precision or repeatability) was considered, whereas for inter‐day RSD, 









Table  3  reports  the  values  of  the  content,  expressed  as mg/g  goji  leaves,  and  the  phenol 
compounds  of  the  different  extracts  (UAE, MAE, MAC),  using  the methanol  or  hydroalcoholic 
mixture. It can be noted that chlorogenic acid, followed by rutin, is the main phenol compound, with 
the exception of MAC2, where the extraction was carried out with methanol/water, 50:50 v/v. In fact, 
for MAC2,  the main  compounds were  chlorogenic  acid  (732.71 mg/g)  and  tyrosol  (577.18 mg/g), 
followed by rutin (452.41 mg/g). The content of chlorogenic acid ranged from 732.71 mg/g of MAC2 




methods:  Ultrasound‐assisted  extraction  (UAE);  microwave‐assisted  extraction  (MAE); 
maceration (MAC). 




























































































  Yield  TPC  DPPH  ABTS  FRAP 
  %  mg GAE/g  IC50 *  mg TE/g  μmol Fe+2/g 
1B  16.67 ± 0.54  14.31 ± 0.12  1.01 ± 0.06  30.18 ± 1.32  194.40 ± 6.85 
2B  23.84 ± 0.84  8.95 ± 0.08  5.30 ± 0.26  21.91 ± 0.45  138.08 ± 1.15 
3B  22.78 ± 0.76  6.35 ± 0.14  14.95 ± 1.53  15.46 ± 0.86  76.34 ± 7.92 
4B  27.34 ± 0.95  19.12 ± 0.26  0.40 ± 0.02  34.27 ± 1.19  272.26 ± 4.94 
1C  21.12 ± 0.86  12.68 ± 0.51  2.21 ± 0.22  25.62 ± 0.23  165.60 ± 2.36 
2C  21.36 ± 0.98  14.37 ± 0.24  1.93 ± 0.12  26.79 ± 0.87  222.57 ± 3.82 
3C  16.32 ± 0.72  13.54 ± 0.18  1.33 ± 0.09  24.23 ± 0.64  210.19 ± 8.38 
4C  19.07 ± 0.92  10.78 ± 0.23  2.05 ± 0.21  21.41 ± 1.21  158.89 ± 0.75 
Data are reported as the mean ± standard deviation of three independent measurements (n = 3) and 
are expressed on a dry weight basis; * mg/mL; B = L. barbarum leaf samples; C = L. chinense leaf samples. 
It  can be observed  that  the yield of  extraction  ranged  from  16.67  to  27.34%  for L.  barbarum 
samples and  from 16.32  to 21.36%  for L. chinense samples. As regards TPC,  the  lowest value was 
obtained  for  the 3B sample  (6.35 mg GAE/g), while  the highest was  for  the 4B sample  (19.12 mg 
GAE/g). The L. chinense leaf samples showed more homogenous TPC values, which varied in a small 
range (from 10.78 mg GAE/g of 4C to 14.37 mg GAE/g of 2C). 


















Neochlorogenic acid  8.1  296sh; 324  377[M+Na]+ 
191 [M‐H‐caffeoyl]−; 179 [M‐H‐quinic]−; 
707 [2M‐H]‐ 







































a  quercetin‐3‐O‐rutinoside‐7‐O‐glucoside,  b  quercetin‐3‐O‐sophoroside‐7‐O‐rhamnoside,  c 
kaempferol‐3‐O‐rutinoside‐7‐O‐glucoside. 
Table 6 shows the results of the quantitative analysis of the 10 phenol compounds identified in 
L.  barbarum  and  L.  chinense  leaves  by  HPLC‐MS/MS.  Quercetin‐3‐O‐rutinoside‐7‐O‐glucoside 
(quercetin‐3‐O‐Rut‐7‐O‐Glu) and quercetin‐3‐O‐sophoroside‐7‐O‐rhamnoside  (quercetin‐3‐O‐Soph‐








2B,  3B,  2C,  and  4C.  The main  difference  between  L.  barbarum  and  L.  chinense  leaves  concerns 
quercetin‐3‐O‐Rut‐7‐O‐Glu  and  quercetin‐3‐O‐Soph‐7‐O‐Rha,  compounds  detected  only  in  L. 
chinense leaves. Moreover, cryptochlorogenic acid was found in all L. barbarum samples but in none 







  1B  2B  3B  4B 
  μg/g  μg/g  μg/g  μg/g 
Neochlorogenic acid  466.43 ± 9.72  8655.31 ± 266.61  324.82 ± 3.11  508.14 ± 8.88 
Tyrosol  513.51 ± 18.71  1921.88 ± 19.14  1105.65 ± 24.58  716.23 ± 60.40 
Quercetin‐3‐O‐Rut‐7‐O‐Glu a  nd  nd  nd  nd 
Quercetin‐3‐O‐Soph‐7‐O‐Rha b  nd  nd  nd  nd 
Kaempferol‐3‐O‐Rut‐7‐O‐Glu c  610.30 ± 38.4  108.25 ± 2.66  99.45 ± 8.51  nd 
Chlorogenic acid  6354.36 ± 204.81  3048.82 ± 13.93  1353.13 ± 12.24  3139.02 ± 132.54 
Cryptochlorogenic acid  492.43 ± 65.23  230.46 ± 2.35  161.93 ± 1.17  429.92 ± 6.80 
p‐Coumaric acid  nd  49.49 ± 0.23  24.55 ± 0.27  585.47 ± 8.80 
Ferulic acid  nd  nd  14.58 ± 0.44  10.53 ± 1.80 
Rutin  5756.65 ± 340.5  1808.75 ± 19.37  743.50 ± 4.13  5233.17 ± 264.88 
  1C  2C  3C  4C 
  μg/g  μg/g  μg/g  μg/g 
Neochlorogenic acid  439.58 ± 13.80  325.54 ± 10.91  432.58 ± 7.24  423.96 ± 9.50 
Tyrosol  596.37 ± 29.25  2057.51 ± 30.74  118.40 ± 1.54  1303.28 ± 43.07 
Quercetin‐3‐O‐Rut‐7‐O‐Glua  195.39 ± 2.33  939.49 ± 21.03  268.94 ± 11.07  205.60 ± 3.04 
Quercetin‐3‐O‐Soph‐7‐O‐Rhab  1946.70 ± 38.95  1011.92 ± 27.54  344.02 ± 5.58  1271.42 ± 16.21 
Kaempferol‐3‐O‐Rut‐7‐O‐Gluc  380.72 ± 3.07  91.77 ± 4.83  170.21 ± 10.04  366.13 ± 10.04 
Chlorogenic acid  3811.85 ± 41.41  7721.47 ± 130.84  6056.74 ± 149.80  2153.11 ± 187.22 
Cryptochlorogenic acid  nd  nd  nd  nd 
p‐Coumaric acid  nd  nd  nd  nd 
Ferulic acid  670.72 ± 16.53  198.96 ± 5.39  451.57 ± 12.85  1201.89 ± 24.12 
Rutin  506.21 ± 8.47  432.63 ± 6.40  1029.45 ± 57.52  375.60 ± 14.95 
Data are reported as the mean ± standard deviation of three independent measurements (n = 3) and 

















the  number  of  potentially  correlated  variables  into  a  smaller  number  of  uncorrelated  factors 
(principal components). Moreover, LDA is a useful statistical method to examine differences between 
samples of different groups and to determine the most useful variables for their discrimination. In 
previous  research,  lipid  analysis  and LDA have been  applied  to  animal  and vegetable  foods  for 
authentication of species or cultivar [28–30]. 
Table  7  shows  the  eigenvalue,  percentage  of  variance,  and  cumulative  percentage  of  the 





  F1  F2  F3  F4  F5  F6  F7 
Eigenvalue  5.235536  2.186099  1.160795  0.671911  0.579965  0.115526  0.050168 
Variability %  52.35536  21.86099  11.60795  6.719115  5.799649  1.155262  0.50168 
Cumulative %  52.35536  74.21635  85.82429  92.54341  98.34306  99.49832  100 





is  linked  with  ferulic  acid,  quercetin‐3‐O‐Rut‐7‐O‐Glu,  quercetin‐3‐O‐Soph‐7‐O‐Rha,  and 
cryptochlorogenic acid, and the vertical axis with tyrosol, chlorogenic acid, and kaempferol‐3‐O‐Rut‐





























is classified  into  the group  for which  the probability of belonging  is  the greatest.  It  is possible  to 
observe that all the samples have been correctly reclassified. 
Table  8.  PCA:  Prior  and  posterior  classification, membership  probabilities,  scores,  and  squared 
distances. 
Observation  Prior  Posterior  Pr(B)  Pr(C)  F1  D2(B)  D2(C) 
Obs1  B  B  1.000  0.000  6.134  4.188  125.126 
Obs2  B  B  1.000  0.000  4.793  2.181  96.680 
Obs3  B  B  1.000  0.000  4.565  3.633  93.645 
Obs4  B  B  1.000  0.000  4.225  3.258  86.562 
Obs5  C  C  0.000  1.000  −4.626  92.706  1.487 
Obs6  C  C  0.000  1.000  −4.347  87.470  1.758 
Obs7  C  C  0.000  1.000  −6.613  134.879  4.499 








From/to  B  C  Total  % Correct 
B  4  0  4  100.00% 
C  0  4  4  100.00% 
Total  4  4  8  100.00% 
Classification Results (Cross‐Validation) 
From/to  B  C  Total  % Correct 
B  4  0  4  100.00% 
C  0  4  4  100.00% 








methanolic UAE was  the most  efficient  extraction method,  compared with  the  other  extraction 
methods. The obtained results confirm that the extraction technique and solvent have a deep impact 
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